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Xilitol é um açúcar-álcool de cinco carbonos que tem despertado interesse biotecnológico, por 
suas diversas aplicações nas indústrias farmacêutica e alimentícia. Este composto é produzido 
industrialmente por rota química, através da hidrogenação catalítica de xilose purificada. Contudo, 
uma produção mais econômica e ambientalmente menos impactante é de interesse. Uma 
alternativa é a utilização de microrganismos que sejam capazes de converter a xilose presente em 
hidrolisados de biomassa lignocelulósica a xilitol. Para competir com a produção química, os 
microrganismos escolhidos devem ser capazes de manter altos índices de rendimento e 
produtividade, mesmo na presença dos inibidores provenientes da hidrólise da lignocelulose. Neste 
contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar leveduras selvagens capazes de produzir 
xilitol a partir de açúcares derivados do bagaço da cana de açúcar. Para isso, 960 linhagens de 
leveduras isoladas de amostras de solo e madeira em decomposição foram prospectadas e 
selecionadas pela capacidade de crescer em meio mínimo contendo xilose (40 g/L) como única 
fonte de carbono. As 42 leveduras que apresentaram melhor crescimento foram cultivadas em 
microplacas em meio de cultura suplementado com xilose e o perfil de consumo de açúcar e de 
produção de metabólitos foi analisado. Com base nesses resultados, as seis leveduras que mais 
consumiram xilose foram posteriormente identificadas taxonomicamente e avaliadas em 
experimentos comparativos e de cinética fermentativa em hidrolisado com e sem suplementação 
de fontes de carbono e nitrogênio. As seis leveduras foram identificadas como pertencentes à 
espécie Meyerozyma guilliermondii. Todas foram capazes de consumir toda a glicose e xilose 
presente no hidrolisado de bagaço de cana e produzir xilitol, porém com cinéticas diferenciadas 
entre si. Com base nos resultados de rendimento obtidos, uma das seis linhagens foi selecionada 
para comparação de cinética fermentativa de hidrolisado, em frasco e biorreator, com linhagens de 
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Spathaspora sp. JA1, W. anomalus 740 e M. guilliermondii A3 conhecidas como produtoras de 
xilitol. Essa linhagem selecionada foi capaz de assimilar xilose e produzir xilitol com rendimento 
máximo de Y= 0,57 g/g xilose. A estratégia de prospecção adotada nesse trabalho possibilitou a 
identificação de uma nova linhagem de M. guilliermondii capaz de produzir xilitol a partir de 
hidrolisados de biomassa de cana de açúcar. 
 







Xylitol is a sugar alcohol with five carbons, which is attracting interest for their various 
biotechnology applications in the pharmaceutical and food industries. This compound is 
industrially produced only by chemical route, through the catalytic hydrogenation of the purified 
xylose. However, a more economical and environmentally friendly production is of interest. An 
alternative is to use microorganisms that are able to convert xylose present in lignocellulosic 
biomass hydrolysates into xylitol. To compete with chemical production, the chose 
microorganisms must be able to maintain high levels of yield and productivity, even in the presence 
of inhibitors from the hydrolysis of lignocellulose. In this context, this study aimed to select wild 
yeasts able to produce xylitol from sugars derived from sugar cane bagasse. For this, 960 yeast 
strains, isolated from soil, wood and insects have been prospected and selected for the ability to 
grow on minimal medium containing xylose (40 g/L) as the only carbon source. The 42 yeasts that 
showed better growth were grown in microplates in culture medium supplemented with xylose (40 
g/L), and the profile of sugar consumption and production of metabolites were analyzed. Based on 
these results, the six most xylose consumers yeasts were subsequently identified, molecular and 
taxonomically, and evaluated in comparative experiments of fermentative kinetics in hydrolyzed 
with and without any supplement of carbon and nitrogen sources. The six yeasts have been 
identified as belonging to the species Meyerozyma guilliermondii and were able to consume all the 
xylose and produce xylitol, however, they presented different fermentative kinetics. Based on the 
results obtained, one of the six strains was selected for comparison of the fermentative kinetics in 
sugar cane bagasse hydrolyzed, in bottle and bioreactor, with strains of Spathaspora sp. JA1, W. 
anomalus 740 and M. guilliermondii A3, known as xylitol producers. The strain selected was able 
to assimilate xylose and produce xylitol with a maximum yield of Y = 0.57 g/g Xylose. The 
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prospecting strategy adopted in this work enabled the identification of a new strain of M. 
guilliermondii able to produce xylitol from sugar cane biomass hydrolysates. 
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1.1 Biomassa lignocelulósica e suas aplicações 
 
A biomassa lignocelulósica é derivada de diversos resíduos e produtos agroindustriais, 
comumente divididos em 4 grupos: resíduos de indústrias energéticas e alimentícias, urbanos e 
florestais [44]. Esses resíduos lignocelulósicos estão disponíveis em abundância e são uma das 
maiores fontes de energia encontradas na natureza [1]. Tais resíduos podem ser utilizados para a 
produção de bioprodutos, como etanol, biodiesel, ácidos orgânicos, compostos fenólicos e xilitol 
[44]. 
A fração lignocelulósica da biomassa é composta basicamente por: celulose, hemicelulose 
e lignina. Sua composição depende de alguns fatores como tipo de planta, clima e composição do 
solo [1-27]. A cana de açúcar, por exemplo, é composta por 40-50% de celulose, 25-30% de 
hemicelulose e 15-20% de lignina [24-44] (Tabela 1). 
A celulose é o polímero mais abundante encontrado na natureza e possui diversas 
aplicações comerciais [44]. A celulose é uma cadeia homopolimérica linear composta por 
monômeros de glicose, ligados alternadamente entre si, por ligações glicosídicas β – (1 – 4). Essa 
conformação possibilita a formação de cadeias com estruturas cristalinas, que conferem 
estabilidade e forma para a parede celular das plantas [44].  
A hemicelulose, por sua vez, é um polímero heterogêneo composto por pentoses (xilose, 
arabinose), hexoses (manose, galactose e glicose) e ácidos de açúcares; ligados entre si em 
diferentes regiões metil e acetil (Tabela 1). A cadeia principal é ramificada com diferentes resíduos 
de açúcares e ácidos, o que impede a formação de regiões cristalinas. Essa estrutura faz com que 
a hemicelulose seja menos recalcitrante que a celulose [44].   
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Tabela 1.  Composição percentual de diferentes materiais lignocelulósicos ricos em pentoses. 
Biomassa Glucana Xilana Arabinana Lignina Acetil Referências 
Bagaço de cana de açúcar 43,3 24,3 2,0 22,8 2,0 [41] 
Palha de trigo 41,2 26,1 - 19,1 4,2 [42] 
Palha de arroz 34,2 24,5* NR 19,9 NR [43] 
Resíduo de milho 
(americano) 
36,1 2,.4 3,5 17,2 3,2 [40] 
Resíduo de milho (italiano) 36,8 22,2 5,5 21,2 1,7 [40] 
NR, não reportado. 
*inclui arabinana. 
Tabela adaptada de Almeida, et al, 2011. 
 
Além da celulose e hemicelulose, a biomassa lignocelulósica também é composta por 
lignina (Tabela 1). Um polímero aromático altamente hidrofóbico, composto por estruturas 
fenólicas unidas por ligações de éter e conexões carbono-carbono desordenadas. Possui uma 
conformação heterogênea policristalina, pertencente à classe dos compostos polifenólicos [50]. 
Para que os açúcares presentes na biomassa lignocelulósica possam ser utilizados em 
processos fermentativos é necessário que a celulose e hemicelulose passe por processos de pré-
tratamento e hidrólise. Nesses processos, os monômeros de açúcares constituintes da celulose e 
hemicelulose são liberados, e preferencialmente ocorre a remoção da lignina [1].  
Diferentes tipos de pré-tratamento são conhecidos, e podem ser agrupados em processos 
químicos (ácidos, bases, líquidos iônicos), físicos (radiação, micro-ondas, pirólise), físico-químico 
(explosão a vapor, catálise elétrica, explosão por CO2) e biológicos (catálise enzimática) [44]. O 
pré-tratamento tem como objetivo a redução da recalcitrância da celulose, e a quebra da 
hemicelulose e/ou lignina. Dependendo do tipo e das condições do pré-tratamento ocorre a 
solubilização da hemicelulose (pré-tratamentos em condições ácidas em altas temperaturas) ou da 




Após o pré-tratamento, procede-se com o processo de hidrólise, o qual visa solubilizar 
completamente os açúcares presentes na celulose e hemicelulose. A hidrólise é realizada 
preferencialmente por processos enzimáticos, para maximizar a recuperação dos açúcares evitar a 
formação de compostos pela degradação dos açúcares [1].  
 Após o processo de pré-tratamento e hidrólise enzimática, os açúcares presentes na 
hemicelulose são liberados no meio, porém, com eles, alguns compostos que inibem o 
metabolismo microbiano também são liberados e outros possivelmente formados [1-2]. Entres 
estes compostos estão o ácido acético, o qual é liberado no hidrolisado lignocelulósico pela 
deacetilação da hemicelulose; outros ácidos alifáticos podem ser formados a partir da quebra do 
HMF e furfural, tais como levulínico e fórmico [1]. 
 O Hidroximetilfurfural – HMF e o furfural são formados pela degradação de hexoses e 
pentoses em altas temperaturas (>100°C), respectivamente [2-31]. Os compostos fenólicos são 
formados pela quebra da molécula de lignina. Os compostos fenólicos mais encontrados em 
hidrolisados são 4-hidroxibenzeno e ácido ferúlico, (Tabela 2) [31]. 
O grau de tolerância aos inibidores pode variar de acordo com o microrganismo utilizado. 
Mas de forma geral, inibidores interferem diretamente na cinética fermentativa dos 
microrganismos. Eles podem influenciar na formação de ATP, proporcionar acúmulo de 
acetaldeído, o que resulta no aumento da fase lag na fermentação e ainda podem afetar a 
integridade da membrana celular e a formação de proteínas [31-32].  
A biomassa do bagaço de cana possui altas concentrações de açúcares, principalmente de 
xilose (Tabela 1), o qual representa cerca de 33% dos açúcares presentes no bagaço de cana de 
açúcar[2]. Através do pré-tratamento e hidrólise do bagaço, é possível recuperar mais de 80% das  
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Bagaço de cana de açúcar 2,31 0,02 0,19 5,48 [11] 
Resíduos de madeira 11,25 0,19 1,75 4,52 [52] 
Álamo amarelo 11,33 0,18 1,4 4,53 [52] 
Resíduo de cevada 1,31 0,05 0,64 1,32 [51] 
 Tabela adaptada de Rao, et al, 2016. 
 
pentoses presentes na hemicelulose, o quais podem ser empregados em processos biotecnológicos 
para produção de compostos químicos de interesse, tais como o xilitol e etanol de segunda geração 
(Figura 1) [25-26]. 
 
 
Figura 1. Esquema representando as principais etapas para produção de etanol e outros compostos 
químicos a partir de açúcares presentes na biomassa lignocelulósica. Após etapas de pré-
tratamento e hidrólise os açúcares podem ser fermentados a etanol. Adicionalmente, a fração C5, 




Biorrefinarias podem ser definidas como “indústrias para o processamento sustentável de 
biomassas para formação de produtos para o mercado alimentício, farmacêutico e energético” [50]. 
Essas indústrias surgem como alternativas mais sustentáveis às refinarias de produtos derivados 
do petróleo [43].  Processos químicos, físicos e biológicos podem ser empregados em 
biorrefinarias, afim de converter diferentes tipos de biomassa em produtos de interesse comercial 
e energia sustentável (Figura 1) [43]. 
Nesse contexto, a integração da produção de biocombustíveis, tais como etanol 1G e 2G 
com a produção de outros compostos químicos de interesse pode ser vantajoso. A fração celulósica 
da biomassa, rica em hexoses (glicose) podem ser facilmente convertidas a etanol por processos 
fermentativos empregando a levedura industrialmente utilizada Saccharomyces cerevisiae. Porém 
a xilose, proveniente da fração hemicelulósica da biomassa, a qual não é metabolizada por essa 
levedura, pode ser explorada para produção de outros compostos químicos (Figura 1).  
 
1.2 Xilitol como um composto químico de interesse 
 
O xilitol é um poliol (açúcar-álcool) de cinco carbonos (C5H12O5) (Figura 2) e é um 
metabólito intermediário no catabolismo de carboidratos. Possui alto potencial adoçante, 
semelhante ao da sacarose. A energia proveniente do xilitol é apenas de 10 kJ/g, 40% menor do 
que a da sacarose, e, por não precisar de insulina para ser metabolizado, também pode ser utilizado 
como adoçante por pacientes com diabetes [1-7].  
De fato, o xilitol tem sido amplamente utilizado como um substituto do açúcar em 
indústrias alimentícias e também em indústrias farmacêuticas, devido ao seu potencial bactericida. 
Por ser um açúcar não fermentável, as bactérias não utilizam xilitol para crescer, o que leva à sua 
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ação preventiva contra inflamações das vias aéreas, como a otite e a sinusite e o surgimento de 
cáries [7-30].  
 
Figura 2. Estrutura química da molécula de xilitol. 
Além de seus benefícios para a saúde, o xilitol tem um potencial refrescante na boca, 
causado pelo seu alto índice de calor endotérmico (38,8 cal/g) e alta solubilidade em água. Essas 
particularidades conferem a sensação de hálito fresco, característica essa, muito utilizada em 
gomas de mascar, pastas de dente e balas [5 – 8]. Ademais, 70% do mercado mundial de xilitol é 
direcionado para a confecção de doces [30]. 
O padrão alimentar da população está mudando, e com isso, a busca por produtos naturais, 
mais saudáveis e com baixos valores calóricos está aumentando. O mercado mundial de xilitol é 
estimado em 670 milhões por ano e a demanda mundial de xilitol aumenta estavelmente 6% ao 
ano [2 – 7].  
O xilitol foi identificado pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos (DOE) como 
um dos 12 químicos de maior potencial para ser produzido a partir de biomassa. O interesse 
também se explica porque além de suas aplicações em diferentes indústrias, o xilitol tem potencial 
para ser transformado em outras classes de moléculas de interesse comercial, como o etilenoglicol 
e propilenoglicol, que podem ser utilizados em indústrias cosméticas, farmacêuticas e 
automobilísticas [25]. 
O xilitol, atualmente, é produzido apenas por rota química, através da hidrogenação 
catalítica da xilose oriunda de biomassa lignocelulósica, na presença de catalisadores de alumínio 
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ou níquel [1-2]. A maior empresa produtora, M/s DuPont Danisco, tem filiais na Finlândia e 
Estados Unidos e sede na China, e produz xilitol por rota química usando a xilose proveniente de 
biomassa de madeira [1]. Seguida pela segunda maior indústria M/s Xylitol Canada Inc. e M/s DFI 
Corp. sediada nos Estados Unidos [30]. O processo de conversão biotecnológica da xilose em 
xilitol pode ser atrativo num contexto de biorrefinarias, pelo emprego de processos 
ambientalmente menos impactantes e agregação de valor à resíduos agroindustriais. No Brasil, não 
existem indústrias produtoras de xilitol [30] 
 
1.2.1 Produção de xilitol por rota química 
 
A produção química de xilitol iniciou-se na Finlândia, na década de 70, logo após o 
desenvolvimento tecnológico da separação de compostos químicos por cromatografia, o que 
possibilitou a separação de xilose da porção hemicelulósica de resíduos de madeira, gerando uma 
produção em massa dessa pentose [30].   
Industrialmente, o xilitol ainda é produzido apenas por rota química, através da redução da 
xilose purificada, na presença de catalisadores químicos, em condições de altas temperaturas e 
pressão (Figura 3). De forma geral, a produção de xilitol por rota química passa por 5 etapas: 1. 
Hidrólise ácida da xilana; 2. Purificação do hidrolisado para obtenção de xilose; 3. Utilização de 
catalisador de alumínio ou níquel para a reação de hidrogenação de xilose para xilitol; 4. 
Purificação do xilitol; 5. Cristalização do xilitol [1]. O parâmetro que regula a cinética de todas as 
etapas é a manutenção de altas temperaturas [30], o rendimento máximo do processo fica em torno 
de 60%-80% [4-5]. Sendo que a etapa de hidrogenação catalítica pode durar de 3 a 5 horas, 




Figura 3. Esquema representativo das etapas de produção química de xilitol. Somente as etapas de 
hidrólise ácida da xilana e hidrogenação catalítica da xilose a xilitol são exemplificadas. 
 
Apesar do emprego em escala industrial, o processo químico apresenta muitos gargalos no 
que diz respeito às suas diversas etapas de purificação, principalmente a purificação da xilose 
presente no hidrolisado. Preços elevados dos equipamentos, reagentes, e um considerável gasto 
energético reacional na purificação da xilose e conversão em xilitol, também são fatores que 
contribuem para o aumento do custo de produção e, consequente aumento do preço do xilitol no 
mercado mundial [4-30]. 
26 
 
A produção biotecnológica de xilitol é preferível, principalmente, por não necessitar de 
condições de temperatura e pressão tão extremas quanto as utilizadas na hidrogenação catalítica. 
Além disso, tem o potencial de oferecer custos mais baixos para as rotas de produção [10].  
Diversas estratégias de produção de xilitol por rota biotecnológica têm sido analisadas. A 
utilização de células livres ou imobilizadas, inseridas em diferentes processos fermentativos, como 
batelada, batelada alimentada ou fermentação contínua vem sendo avaliados. [2]. Para aumentar a 
eficiência do processo, diversos parâmetros têm sido analisados, tais como, microrganismo a ser 
utilizado, pH do meio de cultura, aeração, temperatura, fonte de carbono, concentração de açúcares 
e inibidores do crescimento celular, presentes no meio [25].  
 Em termos de catalisadores biológicos, diferentes microrganismos são capazes de produzir 
xilitol [1]. De qualquer forma, cada espécie e mesmo diferentes linhagens de uma mesma espécie 
apresentam peculiaridades e os resultados de produção relatados, geralmente, são muito 
discrepantes uns dos outros. Portanto, o principal fator limitante quando se diz respeito ao processo 
biotecnológico de produção de xilitol é a escolha do microrganismo, pois a partir dele, todos os 
outros parâmetros serão estabelecidos e otimizados (pH, aeração, fonte de carbono e nitrogênio) 
[2]. 
 
1.2.2 Produção de xilitol por rota biológica 
 
 
Leveduras, fungos filamentosos e algumas bactérias são microrganismos que possuem a 
capacidade de produzir xilitol como um metabólito intermediário na via de assimilação de xilose. 
[2]. O metabolismo de xilose em leveduras e fungos filamentosos, ocorre em duas etapas: primeiro 
a xilose é reduzida à xilitol pela xilose redutase (XR), que é uma enzima NAD(P)H dependente. 
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Nesse ponto, o xilitol pode ser secretado, ou oxidado à xilulose pela enzima xilitol desidrogenase 
(XDH), que por sua vez necessita do cofator NAD+ para realizar a catálise [2-9] (Figura 4). 
 Para a maioria das bactérias, o metabolismo de xilose ocorre apenas em uma etapa, 
catalisada pela enzima xilose isomerase (XI) [7], a qual converte a xilose diretamente em xilulose, 
(Figura 4). Alguns fungos filamentosos também possuem a via da XI. Nesses organismos a 






Figura 4. Vias do metabolismo de xilose mais comuns em bactérias (linhas pontilhadas), leveduras 




Uma das grandes limitações na produção de xilitol é a entrada de xilose na célula, uma vez 
que as pentoses geralmente utilizam os mesmos transportadores das hexoses. Porém, a afinidade 
desses sistemas de transporte pelas hexoses é bem maior, o que diminui a assimilação de xilose 
em comparação à glicose [30]. Dessa forma, a presença de hexoses em hidrolisados de biomassa 
tende a reduzir a eficiência do processo, diminuindo a produtividade da etapa de conversão. 
Apenas algumas bactérias são capazes de consumir xilose e produzir xilitol naturalmente, 
como a Corynebacterium sp. e Enterobacter liquefaciens. No entanto, a produção é baixa, menos 
de 1 g/L, e por isso não tão atrativa quando se considera processos industriais. Contudo, estudos 
estão reportando novas bactérias capazes de produzir xilitol através da fermentação de xilose. 
Rangaswamy, e, Agblevor, [34], encontraram 10 bactérias anaeróbicas facultativas pertencentes 
aos gêneros Serratia, Cellulomonas e Corynobacterium, nesse estudo a produção máxima de 
xilitol foi de 0,81 g/L e rendimento máximo de 0,33 g/g xilose-¹. 
As leveduras são consideradas os melhores microrganismos produtores de xilitol por 
produzirem xilitol em relativamente altas concentrações e rendimento, principalmente, as 
pertencentes ao gênero Candida (Tabela 3). Essas leveduras têm sido bastante avaliadas por 
apresentarem capacidade de metabolizar xilose naturalmente e apresentarem bons rendimentos de 
produção de xilitol devido à expressão das enzimas XR e XDH [2]. 
Como mostrado na Tabela 3, os valores de produção de xilitol, bem como de rendimento e 
produtividade, são muito diferentes quando as cinéticas fermentativas das várias linhagens 
produtoras de xilitol são comparadas. As pesquisas envolvendo o metabolismo dessas leveduras 






Tabela 3. Processos fermentativos para a produção de xilitol por diferentes microrganismos. 









C. athensensis SB18 Resíduo de 
hortaliças 
Batelada 0,81 0,98 100,10 [10] 
C. guilliermondii FT 120037 Bagaço de cana Batelada 0,81 0,60 50,50 [12] 
C. guilliermondii FT 120037 Palha de arroz Batelada 0,84 0,17 66,10 [13] 
C. tropicalis As 2 1776 Espiga de milho Batelada alimentada 0,83 1,01 96,50 [14] 
C. tropicalis NBRC0618 Resíduo de azeitona Batelada 0,49 - 53,00 [16] 
C. magnoliae Bamboo Batelada 0,59 0,42 10,50 [55] 
C. tropicalis HDY-02 Espiga de milho Batelada alimentada 0,73 0,74 58,00 [15] 
C. tropicalis W103 Espiga de milho Batelada alimentada 0,70 0,95 68,40 [17] 
P. stipitis NRRL Y - 30785 Palha de milho Batelada 0,61 0,18 12,5 [57] 
D. hansenii Bagaço de cana Batelada 0,82 0,46 71,20 [17] 
D. hansenii CCMI 941 Resíduo de cevada Batelada 0,57 0,51 24,00 [58] 
K. marxianus CCA 510 Bagaço de castanha 
de caju 
Batelada - - 6,76 [56] 
K. marxianus CE 025 Bagaço de castanha 
de caju 




Yablochkova et al, [22] comparou a atividade das enzimas XR e XDH de 11 espécies 
diferentes de levedura, incluindo os gêneros: Candida, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis e 
Pachysolen, com isso, foi possível mostrar que a levedura C. tropicalis Y-456 possui a XR com a 
maior atividade enzimática específica (6.57 µ mol//min/ mg proteína) Estudos apontam que 
microrganismos que possuem alta atividade de XR - NAD(P)H dependente são excelentes 
produtores de xilitol [2 – 22]. 
A presença de xilose no meio induz a expressão da XR- NAD(P)H dependente e da XDH- 
NAD+ dependente, principalmente, em algumas espécies do gênero Candida [2]. Nesses 
microrganismos, a disponibilidade de oxigênio é um dos fatores fundamentais para a produção de 
xilitol. Isso porque em condições de oxigênio limitado, os cofatores NAD(P)H não podem ser re-
oxidados e ocorre um desbalanço redox dos cofatores envolvidos no metabolismo de xilose, haja 
vista que o NADP+ gerado pela XR não é utilizado pela XDH, a qual é NAD+ dependente. Isso 
tudo resulta no acúmulo de xilitol e sua consequente secreção pela célula [2-28]. 
Apesar da disponibilidade de linhagens produtoras de xilitol, a prospecção de novas 
leveduras que sejam naturalmente capazes de produzir xilitol, ainda se faz necessária, para que a 
demanda de produção em larga escala seja suprida [2-39]. 
De fato, estudos de prospecção de novas leveduras estão sendo feitos, dentre eles, Mirsa et 
al, [23] estudou 18 espécies diferentes de leveduras provenientes do néctar da planta Hibiscus rosa. 
Dentre as espécies identificadas, 11 pertencem ao gênero Candida, e a linhagem que mais produziu 




Novas espécies de leveduras capazes de crescer e metabolizar xilose em hidrolisados de 
bagaço de cana foram identificadas. Como mostra Martini, et al [28], uma linhagem de 
Meyerozyma guilliermondii foi isolada de caldo de cana e foi capaz de assimilar toda a xilose e 
produzir xilitol, com rendimento máximo de YS/P  = 0,19 g/g em hidrolisado de bagaço de cana. . 
Em outro trabalho, Martinez, et al [26], utilizaram parâmetros similares e observaram rendimento 
máximo de YS/P =  0,57 g/g [26]. 
 Em outro estudo, Arruda, et al [25] realizaram a fermentação de hidrolisado de cana em 
biorreatores de bancada, utilizando a levedura Candida guilliermondii, levedura anamorfa à 
Meyerozyma guilliermondii [60], em condições de oxigênio limitado e obtiveram rendimento 

















2.1 Objetivo geral 
 
Obter novas linhagens de leveduras naturalmente capazes de converter xilose em hidrolisado 
de biomassa de cana a xilitol.  
2.2 Objetivos específicos 
 
 Prospectar coleção microbiana para seleção de leveduras naturalmente capazes de 
fermentar xilose; 
 Selecionar leveduras capazes de assimilar xilose e produzir xilitol; 
 Selecionar leveduras capazes de fermentar xilose em hidrolisados de biomassa de cana; 














O Brasil possui grande diversidade de espécies microbianas com potencial biotecnológico, 
mas ainda inexploradas, tais como leveduras depositadas em bancos microbianos de diferentes 
biomas. A identificação e seleção de leveduras que são naturalmente capazes de fermentar C5 é 
vantajosa por não necessitar da obtenção de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) para 
a conversão de pentoses em produtos de interesse. Além disso, a exploração dessas leveduras 
abrirá novas opções de configuração do processo de produção, como também possibilitará a 
identificação de novas linhagens para a conversão de xilose. Nesse projeto, leveduras que são 
naturalmente capazes de consumir xilose, depositadas em bancos microbianos e de amostras 




















As 960 leveduras utilizadas neste trabalho são provenientes da coleção microbiana de 
linhagens da Embrapa Agroenergia. Todas as linhagens foram isoladas em meio YM (descrito 
abaixo suplementado com xilana) a partir de amostras de solo, madeira em decomposição e 
vísceras de insetos, coletadas na Embrapa Cerrados, Brasília, Distrito Federal. Após isolamento, 
as leveduras foram crescidas em meio YM suplementado com xilana e armazenadas em freezer a 
-80°C, em placas de 96 poços (1,1 mL), denominadas JAP 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14. A 




Tabela 4. Origem das linhagens pertencentes ao banco microbiano da Embrapa Agroenergia 
Código Solo 
superficiala 
Solo profundoa Madeirab Cupimc Larva de insetod 
JAP – 5   X   
JAP – 6    X  
JAP – 7    X  
JAP – 8     X 
JAP – 9     X 
JAP – 10  X    
JAP – 11  X    
JAP – 12  X    
JAP – 13 X     
JAP – 14   X   
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 aSolo superficial refere-se a amostras de solo retirado da superfície, logo abaixo de folhas 
e troncos de árvores, enquanto o profundo refere-se ao solo retirado a cerca 5 cm de profundidade; 
bmadeira em decomposição encontrada sob solo; c inseto adulto; d larvas de insetos encontrados 
em/sobre madeira em decomposição 
4.1.2 Meios de cultura para leveduras: 
 
YM:  
 Glicose 10 g/L 
 Extrato de levedura 3 g/L 
 Peptona bacteriológica 5 g/L 
 Extrato de malte 3 g/L 
 
YPX: 
 Extrato de levedura 1% 
 Peptona bacteriológica 2% 
 Xilose 2% 
 
YPD: 
 Extrato de levedura 1% 
 Peptona bacteriológica 2% 
 Glicose 2% 
 
YPD ágar: 
 Extrato de levedura 1% 
 Peptona bacteriológica 2% 
 Glicose 2% 
 Ágar bacteriológico 2% 
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Meio YNB 10X (estoque): 
 YNB: meio sintético YNB 1,7%  
 Sulfato de amônia 5%  
 
Hidrolisado C5 diluído 30% 
 Centrifugar o Hidrolisado 
 Filtrar o sobrenadante 
 Ajustar o pH para 5,5 
 Autoclavar  
 Diluir para 30% em fluxo laminar  
 




 Solução de sais 10X 
 Hidrolisado 30% 
 Elementos traço 
 Solução de vitaminas 
 Ureia (4g/L) 
 Xilose (40 g/L) 
















1,85 5,06 95,24 21,43 3,13 0,38 





Solução de Elementos Traço (1000X - Concentração final para uso 0,25%) 
 
 1,5 g de EDTA dissódico (etilenodiamino tetracético) em 50 mL de H2O. 
 0,45 g de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4-7H2O). 
 Ajustar pH para 6,0 
 Adicionar: 
 Cloreto de manganês dihidratado (MnCl2-2H2O) 0,1 g 
 Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl2-6H2O) 0,03 g 
 Sulfato de cobre pentahidratado (CuSo4-5H2O) 0,03 g 
 Molibidato de sódio hidratado (Na2MoO4-H2O) 0,04 g 
 Cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2-2H2O) 0,45 g 
 Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4-7H2O) 0,3g 
 Ácido bórico (H3BO3) 0,1 g 
 Iodeto de potássio (KI) 0,01 g 
 
Solução de Vitaminas (1000X - Concentração final para uso 0,25%) 
 Dissolver 0,005g de biotina em 1ml de NaOH 0,1M (hidróxido de sódio)  
 80mL de H2O.  
 Ajustar pH para 6,5 com HCl 1M/ NaOH 1M.  
 Dissolver as seguintes vitaminas nas soluções de biotina, uma de cada vez.  
 Ajustar o pH para 6,5 após cada adição:  
 Pantotenato de cálcio ((C9H16NO5)2Ca) 0,1 g  
 Niacina (C6H5NO2) 0,1 g Inositol (C6H12O6) 2,5 g  
 Cloridrato de tiamina (C12H17ClN4O5) 0,1 g  
 Cloridrato de piridoxina (C8H11NO3) 0,1 g  
 Ácido papa-aminobenzóico (C7H7NO2) 0,02 g  
 Riboflavina (C17H20N4O6) 0,02 g  
 Ácido fólico (C19H19N7O6) 0,0002 g  
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 Ajustar volume para 100mL com água e pH = 6,5.  
 Esterilizar por filtração com membrana Millipore 0,22 μm,  
 Dividir o volume em tubos de 50mL.  
 Armazenar na geladeira. 
 
Solução de Sais (10X – Concentração final para uso 25%)  
 Sulfato de amônio ((NH4)2SO4) 50 g/L  
 Sulfato de magnésio (MgSO4-7H2O) 5 g/L 
 Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) 30 g/L 
 
Fase móvel para HPLC (Cromatografia líquida de alta performance)  
 Ácido Sulfúrico (H2SO4) 5mM 




I) Extração de DNA total: 
 
A extração de DNA total foi realizada de acordo com protocolo do Kit: Gentra Puregene 
Yeast/Bact. 
II)  Reação de Polimerase em Cadeia – PCR: 
 
As PCRs para amplificação dos fragmentos da região D1/D2 de DNA ribossômico 26S 
foram realizadas seguindo os parâmetros descritos na Tabela 6. A sequência dos primers NL1/NL4 
utilizados na reação estão apresentadas na Tabela 7 (item 4.1.4) e os parâmetros para a reação de 

















Reagentes Estoque  Concentração de uso Volume da reação 
(μl) 
Tampão  5X 1X 80 
MgCl  25 mM 2,25 mM 24 
Primer NL1 10 μM 0,2 μM 10 
Primer NL4 10 μM 0,2 μM 10 
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 8,0 
Enzima Taq DNA 
polimerase 
5 U/μL 2 U/μL 2,0 
Template – DNA genômico - - 40* 
Água Mili-Q - - 258 
Total - - 400 
Tabela 6. Parâmetros para a realização de Reação de Polimerase em Cadeia. 
Nome Sequência  Alvo Referência 
NL-1  5’-3’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG rDNA [60] 
NL-4  3’-5’ GGTCCGTGTTTCAAGACGG rDNA [60] 
Tabela 7. Sequência dos primers utilizados na PCR. 
Tabela 8. Parâmetros para PCR em termociclador. 





94°C por 30 segundos (desnaturação) 
52°C por 1 minuto (anelamento dos primers) 
72°C por 1 minuto (extensão da cadeia de nucleotídeos 
pela Taq DNA polimerase) 





4.1.6 Purificação dos produtos de PCR 
 
 
A purificação dos fragmentos da região D1/D2 do DNA ribosômico 26S, amplificado 
através da reação de polimerase em cadeia – PCR - foi feita segundo o protocolo disponibilizado 
no kit Thermo Scientific – molecular biology, para que as sequências de DNA fossem enviadas 
para análise de sequenciamento pela empresa Eurofins Scientific. 
 
4.1.7 Análise em gel de agarose 
 
Tampão SB  
 NaOH 0,8%  
 Ácido Bórico 4,5%  
 pH 8,0. 
Brometo de etídio (EtBr)  
 Brometo de etídio diluído em água ultrapura (concentração final 62,5 μg/mL).  
 Concentração final de uso: 5µg/m 
Gel de agarose 1%: 
 0,8g de agarose 
 70mL de tampão SB 
 Dissolver em micro-ondas  
 Resfriar o frasco até 60°C 




4.1.8 Armazenamento de linhagens 
 
As leveduras utilizadas neste trabalho foram retiradas da coleção de microrganismos da 
Embrapa Agroenergia e crescidas em meio YPD ágar. As linhagens selecionadas durante esse 
trabalho foram estocadas novamente em freezer -80°C. Para tanto, após crescimento em meio 
YPD, 0,625 mL da cultura foram colocados em tubos de criopreservação de 1,5 mL e misturados 
com 0,375 mL de glicerol 80 %. 
 
4.1.9 Análises dos metabólitos por HPLC  
 
Todas as alíquotas coletadas durante os experimentos foram analisadas em HPLC- UPLC 
Waters (AcQuity UPLC H Class) com a coluna Aminex HPX 87H. As amostras foram diluídas 
três vezes com água ultrapura, 10 μl de cada amostra foi injetado na coluna, já pré-aquecida à 
45°C. A eluição foi feita com 5mM de H2SO4, com fluxo de 0,6 mL/min, durante 24 minutos. Os 
compostos foram monitorados por Detector do Índice de Refração e as concentrações foram 
calculadas por comparação com a área do pico obtido através de uma curva-padrão, contendo: 




4.2.1 Prospecção de coleção microbiana para seleção de leveduras naturalmente 
capazes de consumir xilose 
 
A seleção das leveduras foi realizada pela prospecção de 960 linhagens da coleção de 
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Para que a capacidade de crescimento em meio mínimo 
contendo xilose fosse avaliada, as linhagens contidas em 10 placas de 96 poços (1,1 mL) 
denominadas JAP - 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 (Tabela 8 - Materiais), armazenadas em freezer 
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-80°C foram retiradas do estoque e inoculadas em 200 µL de meio YM suplementado com glicose 
10 g/L e incubadas em estufa a 30ºC por 24 h.  
 Posteriormente, as linhagens foram replicadas em 200 µL de meio YNB (1x) 
suplementado com xilose (40g/L). A transferência foi feita utilizando replicador de 96 pinos estéril 
(Boekel, USA). As placas foram incubadas a 30°C e o crescimento monitorado por medidas de 
densidade ótica (DO 600 nm) com o auxílio de um espectrofotômetro (SpectraMax M3, Molecular 
Devices).  
Os dados coletados foram avaliados para quantificar a capacidade de crescimento de cada 
linhagem. Os experimentos foram feitos em duplicata biológica, como mostrado na Figura 5 
 
 




Para realizar a seleção os seguintes critérios foram utilizados: i) identificação de linhagens 
que atingem DO600 nm mais altas, independentemente do tempo, ii) identificação de linhagens com 
crescimento mais rápido, ou seja, atinjam a fase estacionária mais rapidamente. Além disso, para 
garantir diversidade de origem e possivelmente genética das linhagens, leveduras de todas as 
placas foram selecionadas para os próximos experimentos. Esses critérios garantiram que 
leveduras com DOs altas e baixas fossem escolhidas 
 Gráficos contendo médias e desvios padrão de todas as replicatas foram feitos para tornar 
possível a seleção das linhagens conforme critérios estabelecidos. 
 
4.2.2 Avaliação da capacidade fermentativa de leveduras em microescala 
 
Para analisar a capacidade de conversão de xilose, as linhagens previamente escolhidas 
pelo crescimento nesse açúcar foram inoculadas em microplaca de 96 poços com 200 µL de meio 
YM, e incubadas por 24h em estufa 30ºC. Após o crescimento as leveduras foram repicadas 
utilizando repicador de 96 pinos estéril (Boekel, USA) em microplacas de 1,1mL e colocadas em 
estufa 30ºC por 48h. Depois desse período as placas foram centrifugadas por 20 min a 3.800 x g e 
os sobrenadantes foram coletados para análise dos metabólitos produzidos pelas leveduras por 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência- HPLC. 
Adicionalmente, foi realizado ensaio de fermentação de 40g/L de xilose utilizando uma 
maior densidade celular inicial. Para isso, colônias crescidas em placas de Petri com meio YPD, 
por 24h em estufa a 30°C, foram inoculadas em tubos de 50 mL contendo 10 mL de meio YNB 
1x suplementado com 40 g/L de xilose. Os tubos foram colocados em shaker a 180 rpm, 28°C, 
depois de 24h os tubos foram centrifugados por 20 min a 3.800 x g, o sobrenadante foi descartado 
44 
 
e as células foram ressuspendidas em 5 mL de água destilada autoclavada e centrifugadas 
novamente por 20 min a 3.800 x g.  
Todo o pellet foi inoculado em 1 mL de meio YNB 1x suplementado com xilose 40 g/L 
em placa de 1,1 mL, o inoculo foi colocado em estufa a 28°C. Após 48h os sobrenadantes foram 
coletados e as concentrações dos metabólitos foram analisadas em HPLC. 
 
4.2.3 Avaliação da capacidade fermentativa de leveduras em frasco, em condições de 
oxigênio limitado 
 
As seis leveduras que apresentaram maior rendimento e consumo da fonte de carbono 
foram selecionadas para as próximas etapas de experimentos. Cada linhagem de levedura foi 
inoculada em um tubo de 50 mL contendo 7 mL de meio YNB suplementado com xilose 40 g/L. 
Tais tubos foram colocados no shaker, 180 rpm 28 ºC por 24 h. Após o período de incubação as 
leveduras foram inoculadas em frascos de 100 mL contendo 50 mL de meio YNB suplementado 
com 40 g/L de xilose. O inoculo foi realizado com densidade ótica (DO 600 nm) inicial de 0,2, os 
frascos foram incubados em shaker a 180 rpm 28 ºC. Alíquotas foram retiradas em intervalos 
regulares para mensuração de densidade ótica, consumo de açúcar e formação de produtos por 
HPLC.  
Para a determinação do peso seco da biomassa celular, 5 mL ou 10 mL da cultura foram 
centrifugados por 15 min a 3.800 x g, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido 
com 5mL de água destilada. A amostra foi centrifugada novamente seguindo o mesmo padrão 
anterior, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de água destilada e 
colocado em fôrmas de alumínio. As fôrmas foram colocadas em estufa 60 ºC durante 48 h. As 




4.2.4 Identificação taxonômica e comparação filogenética das linhagens selecionadas 
 
Para a identificação molecular, foi realizada a extração de DNA genômico, utilizando o 
protocolo proveniente do kit de extração de DNA genômico de levedura da Invitrogen. Após a 
extração, a região 26S do DNA ribossômico foi amplificada por PCR, utilizando os primers NL1 
e NL4 (Figura 6). Os produtos de PCR foram purificados e enviados para a Empresa Eurofins 
Scientific para a realização do sequenciamento.  Após o recebimento das sequencias forward e 
reverse de cada amostra, a qualidade das mesmas foi checada pela análise dos esferogramas. 
Posteriormente, as sequencias (formato Fasta, Anexo 1) foram alinhadas através dos programas 
BLAST pertencente ao banco de dados NCBI (Centro Nacional de Informação Biotecnológica) e 
do programa Geneious. 
Após o alinhamento e confirmação de identidade entre as sequências de DNA e formação 
da sequência consenso, as duas sequências nucleotídicas (forward e reverse), da região D1/D2 de 
cada levedura, foram comparadas com as sequências da região D1/D2 das linhagens pertencentes 
aos bancos de dados NCBI e CBS-KNAW Collections para identificação taxonômica.  
 
 





 Para a construção de árvore filogenética contendo as linhagens selecionadas foram 
utilizadas as sequencias consenso da região D1/D2 de cada levedura, formadas através do 
programa Geneious, assim como das leveduras padrões M. guilliermondii NRRL Y-2075, M. 
guilliermondii ZGE34B e M. caribbica NRRL Y-27274, coletadas no banco de dados NCBI. O 
grupo externo designado foi o domínio conservado D1/D2 da sequência de DNA ribossômico 26S 
da levedura Candida tenuis, também retirada do banco de dados NCBI. A Árvore filogenética foi 
montada através do software Geneious seguindo o modelo Jukes-Cantor, com parâmetros 
neighbor-joining, 1.000 bootstraps, 847,488 random seeds, support treshold 50 %.  
 
4.2.5 Avaliação da capacidade fermentativa e produção de xilitol em hidrolisado de 
bagaço de cana de açúcar 
 
I) Avaliação da cinética fermentativa em frasco 
 
O desempenho da levedura Meyerozyma guilliermondii B12 em hidrolisado, selecionada nesse 
estudo, foi comparado com as linhagens Spathaspora sp. JA1, Wickerhamomyces anomalus 740, 
Meyerozyma guilliermondii A3 (pertencentes a coleção de leveduras da Embrapa Agroenergia, 
dados não publicados) e uma linhagem controle Meyerozyma guilliermondii Y-324 obtida do ARS 
Culture Collection (NRRL), Estados Unidos. 
Para realizar esse processo fermentativo, foi feito um pré inóculo de 50 mL em YPX em 
frasco aletado de 500 mL, durante 72 h, a 28 °C e 180 rpm. Para o inoculo, a DO600 nm inicial 
foi estabelecida entre 15 e 20, o meio utilizado foi de hidrolisado de bagaço de cana de açúcar 





As leveduras foram inoculadas em 100 mL de meio de cultura em frasco de 500 mL e o 
experimento foi acompanhado por 72h. Para o peso seco, foram coletados 5 mL da cultura de 
inoculo do experimento e 5 mL ao final do período de cultivo. Uma alíquota por dia foi coletada 
para aferir crescimento e consumo de açúcares e formação de metabólitos. 
Após as análises in silico dos resultados, as leveduras M. guilliermondii B12, M. 
guilliermondii A3 e Meyerozyma guilliermondii controle, foram submetidas a mais um processo 
fermentativo em frasco (Tabela 9), desta vez em triplicata técnica, contendo hidrolisado 30%, 
suplementado com glicose (10 g/L) e ureia (4 g/L) (Meio Mineral). 
Para este experimento, foi realizado um pré inoculo em frascos de 1 L, contendo 300 mL 
de meio YPX, os frascos foram incubados em shaker à 30°C, 180 rpm, por 24h. Após este período, 
alíquotas foram coletadas para iniciar o experimento. As leveduras foram inoculadas com DO de 
20 em frascos de 125mL, contendo 40mL de Meio Mineral, e os frascos foram colocados em 
shaker a 30°C, 180rpm por 96h. Alíquotas de 1 mL foram coletadas 3 vezes ao dia para análises 
de crescimento e dos metabólitos formados em espectrofotômetro e HPLC, respectivamente.  
Para cálculos de peso seco e biomassa, alíquotas de 5mL foram retiradas ao final do pré 
inoculo e ao final da fermentação, ressuspendidas em 1mL de água destilada e deixadas em estufa 
à 60 °C por 72 h. Esse procedimento foi realizado em duplicata. 
 
II) Avaliação da cinética fermentativa em biorreator 
 
O desempenho das leveduras M. guilliermondii B12, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 
740 também foi comparado em fermentação de xilose/hidrolisado em biorreator em condições 
aeróbica e de oxigênio limitado. 
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Para iniciar a fermentação, foram feitos pré-inóculos em frascos de 1 L, contendo 150 mL 
de meio YPD, os frascos foram colocados em shaker, à 30 °C e 180 rpm, por 24 h. Após esse 
período, a densidade óptica de cada meio foi medida.  
Os experimentos foram realizados em 500 mL de meio mineral contendo hidrolisado 30 
%, 10 g/L de glicose, 10 g/L de ureia e 40 g/L de xilose, no fermentador Multifors (Infors Suiça) 
em vaso de 1 L. A DO600 nm inicial do inoculo foi igualada a 1 em todas as amostras, para 
padronizar a densidade celular inicial no biorreator. O primeiro processo fermentativo foi realizado 
em condições aeróbicas (0,8 v.min-¹, 400 rpm, 28°C e pH 5,5), durante 96 h. O segundo, foi feito 
sob condição de oxigênio limitado (0,2 v.min-¹, 400 rpm, 28°C e pH 5,5), durante 62h. Os 
experimentos foram realizados em duplicata biológica. Alíquotas de 2 mL foram retiradas 4 vezes 
ao dia para leitura de densidade óptica em espectrofotômetro e análise cromatográfica em HPLC.   
Os procedimentos para realização de peso seco, seguiram os mesmos padrões já abordados 
















Com o intuito de selecionar leveduras com capacidade de metabolizar xilose, 960 leveduras 
pertencentes à coleção da Embrapa Agroenergia foram prospectadas pela capacidade crescimento 
em meio mínimo contendo xilose (40 g/L) como única fonte de carbono. Para tanto, acompanhou-
se o crescimento das leveduras através de análises de densidade óptica, medida três vezes ao dia, 
durante sete dias (180 h) (Figura 7). 
 Entre as 960 linhagens prospectadas, aproximadamente 90% foram capazes de assimilar 
xilose. Resultados representativos das curvas de crescimento obtidas são mostrados na Figura 7. 
O crescimento se mostra variado, algumas leveduras cresceram rapidamente, entretanto, não 
atingiram DOs relativamente altas, quando comparadas a outras que cresceram lentamente.  
Cada uma das 10 placas da coleção foi replicada em duplicata biológica, a DO600 nm de 
cada linhagem foi checada e comparada com média e desvio padrão. Após a análise de crescimento 
de todas as 960 leveduras e suas respectivas replicatas, as 42 linhagens que melhor cresceram 
foram selecionadas. Dentre essas, 9 foram isoladas de amostras de cupim, 10 vieram de larvas de 










Figura 7. Curva de crescimento de leveduras em meio mínimo (YNB) suplementado com xilose 
(40 g/L) em microplacas de 96 poços. Cada linha representa o crescimento de uma linhagem de 
levedura. (A) placa JAP14-– Replica 1; (B) placa JAP14- replica 2; (C) placa JAP14- replica 3; 












Figura 8. Média e desvio padrão do crescimento máximo das quatro réplicas das 42 leveduras previamente selecionadas dentre todas as 
960, em YNB 1X suplementado com xilose (40 g/L). OD600 nm medido após 180h de crescimento. Leveduras isoladas de cupim 




5.2 Seleção das leveduras capazes de produzir xilitol 
 
A fim de analisar o consumo de xilose juntamente com a produção de xilitol, as 42 
linhagens previamente selecionadas (Figura 8) foram inoculadas em placas Deepwell de 1,1 mL 
contendo YNB (1X) suplementado com xilose (40 g/L). Após 48h os sobrenadantes das culturas 
foram coletados e o consumo de xilose e produção de xilitol analisados em HPLC. O consumo 
máximo de xilose foi de 20 g/L e dentre as 42 leveduras selecionadas, 41 foram capazes de produzir 
quantidades detectáveis de xilitol (Figura 9).  
As 8 leveduras que mais consumiram xilose e produziram maiores quantidades de xilitol 
foram isoladas de diferentes tipos de amostras, dentre as quais, quatro foram provenientes de 
cupim, duas de larvas de insetos, uma de solo profundo e uma de madeira em decomposição 
(Tabela 9). Essas leveduras foram selecionadas para realizar um processo fermentativo com maior 







Figura 9. Consumo de xilose e produção de xilitol (g/L), realizados pelas leveduras previamente selecionadas. Xilose consumida (barras 
coloridas); xilitol produzido (barra preta); Leveduras isoladas de cupim (verde), larva de inseto (laranja), solo profundo (cinza), solo 









Nesse experimento, 7 mL do pré inoculo foi centrifugado e todo o pellet foi inoculado no 
meio fermentativo contendo xilose 40g/L, com OD inicial de 0,2. Após 72h de fermentação em 
placa Deepwell (1,1 mL), a levedura JAP 14 – A12 que foi isolada de madeira em decomposição, 
apresentou o melhor consumo de xilose (8 g/L) e produção de xilitol (6 g/L) (Figura 10, Tabela 
10). Apenas duas leveduras, D9 e H12, as únicas isoladas de amostras de solo e madeira em 
decomposição, não apresentaram rendimentos superiores a Y = 0,50 g/g, e, portanto, foram 
excluídas das próximas etapas experimentais (Tabela 10). As outras 6 linhagens apresentaram bons 
valores de rendimento de xilitol, os quais variaram de0,12 a 0,74 g/g (Tabela 10) e também 






Origem da amostra Consumo de Xilose 
(g/L) 
Produção de xilitol (g/L) 
JAP 6 – H2 Cupim 10,34 0,09 
JAP 6 – H5 Cupim 11,06 0,13 
JAP 6 – H9 Cupim 10,37 0,08 
JAP 9 – G12 Larva de inseto 9,52 0,09 
JAP 7 – H12 Cupim 11,89 0,13 
JAP 8 – B12 Larva de inseto 9,09 0,11 
JAP 12 – D9 Solo profundo 13,36 0,21 
JAP 14 – A12 Madeira em decomposição 21,15 0,04 




Figura 10. Consumo de xilose e produção de xilitol e etanol pelas leveduras previamente 
selecionadas. Xilose consumida (barras coloridas); produção de xilitol (barra preta); produção de 
etanol (linha rosa). Leveduras isoladas de cupim (verde), larva de inseto (laranja), solo profundo 




Tabela 10. Valores máximos de rendimento alcançados na fermentação de xilose (40 g/L) em 
microplaca; em condição oxigênio limitado.  








A12 5,88 0,74 0,87 0,11 
B12 3,10 0,57 0,22 0,04 
G12 2,87 0,59 0,18 0,04 
H5 3,63 0,69 0,13 0,02 
H9 3,84 0,61 0,47 0,08 
H12 4,71 0,66 0,36 0,05 
D9 2,22 0,45 0,00 - 
H2 0,11 0,12 0,00 - 
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5.3 Avaliação da cinética fermentativa 
 
A partir dos resultados obtidos anteriormente, as seis leveduras (A12, B12, G12, H5, H9 e 
H12) que apresentaram maior consumo de xilose e consequente produção de xilitol foram 
selecionadas para avaliação em fermentação micro-aeróbica. Dentre as leveduras selecionadas, a 
H5, H9 e H12 foram isoladas de vísceras de cupim, B12 e G12 de larvas de insetos e a A12 de 
madeira em decomposição. 
Em condições de micro-arobiose, todas as linhagens apresentaram cinéticas fermentativas 
semelhantes, destacando-se a produção de xilitol e biomassa como principais produtos da 
conversão de xilose (Figura 11). Não houve produção significativa de etanol.  Todas as 6 leveduras 
consumiram cerca de 30g/L de xilose em 72 horas e produziram principalmente biomassa celular 
e xilitol.  As linhagens B12, A12, G12 e H12 foram as melhores produtoras de xilitol, com a 
produção de aproximadamente 15 g/L. Não houve produção significativa de etanol (Figura 11). 
Apenas a linhagem H9 não apresentou rendimento de produção de xilitol em relação ao consumo 






Figura 11. Fermentação de meio definido YNB suplementado com Xilose (40 g/L), em condição 
micro-aeróbica, realizada pelas leveduras (A) A12; (B) B12; (C) G12; (D) H5; (E) H9; (F) H12.  
Xilose (   ), Xilitol (    ), Etanol (   ), OD ( O ). 







Tabela 11. Valores máximos de rendimento alcançados na fermentação de Xilose 40 g/L em 
frasco; em condição aeróbica.  
 
A partir dos resultados obtidos, a levedura Meyerozyma guilliermondii B12, isolada de 
larvas de insetos, foi selecionada como melhor produtora de xilitol dentre as 960 prospectadas. 
 
5.4 Identificação taxonômica das leveduras 
 
Para identificação molecular das 6 linhagens selecionadas, o fragmento corresºpmdenmte 
|a região D1/D2 do DNA ribossomal 26S foi amplificado por PCR. Conforme esperado, um 
fragmento com tamanho esperado de aproximadamente 680 pares de base foi obtido (Figura 12). 
Os fragmentos de DNA obtidos foram sequenciados e as sequencias obtidas foram 
comparadas por similaridade em banco de dados NCBI e CBS-KNAW Collections descritos em 
Materiais e Métodos. Todas as linhagens identificadas se mostraram como do gênero Meyerozyma. 
O que não é incomum, pois, leveduras do gênero Meyerozyma são maioria em amostras de 
intestino de insetos e solo [35]. Não foi possível diferenciar a levedura G12, da qual foram obtidos 
resultados taxonômicos para as espécies: M. guilliermondii e M. caribica, com 99% de identidade 
(Tabela 12). A Tabela 12, resume o resultado da identificação das 6 leveduras, evidenciando os 
principais hits no banco de dados NCBI. 
Microrganismo Produção de xilitol (g/L) Y (gxilitol/gxil. Consumida) 
A12 14,71 0,42 
B12 14,50 0,43 
G12 14,61 0,43 
H5 12,44 0,41 
H9 8,84 0,32 




Figura 12. Análise eletroforésica em gel de agarose para confirmação da amplificação do 
fragmento de DNA da região 26S do DNA riossomal das leveduras(~680 pb). O marcador 
utilizado foi o 1 kb plus DNA ladder. 
 
Tabela 12. Identificação taxonômica das leveduras selecionadas. 
 
 
A Figura 13 apresenta a árvore filogenética comparativa entre as espécies de Meyerozyma 
identificadas neste trabalho e outras linhagens de M. guilliermondii presentes em banco de dados 
(NCBI e CBS-KNAW Collections), como descrito em Materiais e Métodos. Conforme mostrado 
na Figura 13, apesar de pertencerem a mesma espécie existe certo grau de polimorfismo nas 
linhagens selecionadas.  
 
Código Levedura ID da sequência Identidade 
A12 Meyerozyma guilliermondii MSRY_19  KY952849.1 100% 
B12 Meyerozyma guilliermondii MSRY_19 KY952849.1 100% 






H5 Meyerozyma guilliermondii DGC-G-z MG518185.1 100% 
H9 Meyerozyma guilliermondii 2A-1C315III MG736036.1 100% 





Figura 13. Relações filogenéticas entre as linhagens das leveduras selecionadas neste trabalho e outras linhagens de M. guilliermondii 
presentes em bancos de dados (NCBI e CBS-KNAW Collections). Sequências nucelotídicas do domínio D1/D2 do DNA ribossômico 
26S das leveduras selecionadas, foram alinhadas e comparadas com o microrganismo escolhido para o grupo externo, Candida tenuis. 
Árvore filogenética foi montada através do software Geneious seguindo o modelo Jukes-Cantor com parâmetros Neighbor-joining, 




5.5 Avaliação da cinética fermentativa em hidrolisado 
 
O desempenho fermentativo da linhagem M. guilliermondii B12 em hidrolisado de 
biomassa de cana foi comparado com outras quatro linhagens de leveduras produtoras de xilitol. 
Três leveduras previamente caracterizadas como boas produtoras de xilitol (não publicado) pelo 
grupo de pesquisa do Laboratório de Genética e Biotecnologia da Embrapa Agroenergia: 
Spathaspora sp. A1; Wickerhamomyces anomalus 740, M guilliermondii A3; e com a linhagem 
controle M guilliermondii Y-324 (Tabela 13). Para tanto, o crescimento e a cinética fermentativa 
dessas leveduras foram avaliados em hidrolisado sem suplementação. 
As 5 linhagens apresentaram cinéticas fermentativas muito semelhantes, foram capazes de 
consumir pouco mais de 10 g/L de xilose e, a produção máxima de xilitol chegou a 4 g/L. A 
levedura que apresentou a maior produção de xilitol foi a Spathaspora sp. JA1 (4 g/L), seguida 
pela W. anomalus 740, M. guilliermondii Y-324 controle positivo e M. guilliermondii B12. A M. 
guilliermondii A3 ficou por último, com a menor produção de xilitol, que atingiu menos de 2 g/L. 
O perfil fermentativo para cada linhagem é apresentado na Figura 14.  
Apesar de a M. guilliermondii B12 e a M. guilliermondii A3 não terem se destacado na 
produção de xilitol, elas, juntamente com o controle positivo (M. guilliermondii Y-324) foram as 
linhagens que melhor assimilaram a xilose nessa avaliação fermentativa, consumindo 8,5 g/L, 9 
g/L e 10 g/L, respectivamente. Todas as leveduras consumiram o ácido acético presente no meio, 
a linhagem Controle consumiu todo o acetato e as linhagens M. guilliermondii B12 e A1, chegaram 










Figura 14.  Fermentação de hidrolisado 30% em condição de oxigênio limitado, realizada pelas 
leveduras (A) Spathaspora sp. JA1, (B) M. guilliermondii B12, (C) M. guilliermondii Controle 
positivo, (D) M. guilliermondii A3 (E) W. anomalus 740, em frasco. Xilose (   ), Xilitol (   ), 












Tabela 13. Valores máximos de rendimento (48h) e produtividade específica (48h) da fermentação 
de hidrolisado 30% sem suplementação, em frasco.; em condições aeróbicas. 
 
 
Houve uma pequena produção de etanol, sendo 2,454 g/L o valor máximo produzido pela 
linhagem Spathaspora sp. A1, seguido por 2,085 g/L produzido pela M. guilliermondii A3. As 
leveduras W. anomalus 740, M. guilliermondii B12 e M. guilliermondii Y-324 Controle 
produziram quantidades muito similares de etanol, 1,650 g/L, 1,587 g/L e 1,161 g/L, 
respectivamente (Figura 14, Tabela 14). 
As leveduras apresentaram bons valores de rendimento em hidrolisado, levando em 
consideração sua elevada acidez (5 g/L de ácido acético). A linhagem Spathaspora sp. JA1 foi 
capaz de atingir rendimento máximo de Y = 0,519 g/g. A linhagem M. guilliermondii A3 
apresentou o maior valor de produtividade, sendo P = 0,031 g.L.h-¹, seguida pelas linhagens M. 
guilliermondii Y-324 Controle P = 0,025 g.L.h-¹ e M. guilliermondii B12 = 0,024 g.L.h-¹.










Spathaspora sp. A1 2,961 0,519 0,012 2,454 0,330 
M. guilliermondii A3 1,962 0,420 0,031 2,085 0,217 
M. guilliermondii B12 2,211 0,401 0,024 1,587 0,288 
W. anomalus  740 2,361 0,364 0,012 1,650 0,199 
M. guilliermondii  Y-324 
Controle + 




5.6 Avaliação da cinética fermentativa em biorreator 
 
 
As leveduras M. guilliermondii B12, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 foram 
submetidas à fermentação em biorreator, utilizando duas condições de processos fermentativos em 
batelada:  aeróbica e com oxigênio limitado. 
Em condições aeróbicas (fluxo de ar comprimido de 0,8 L/min) e meio contendo 
hidrolisado 30% suplementado com xilose (40 g/L) e ureia (4 g/L) (Figura 15). As três linhagens 
consumiram toda a xilose antes de 80 h; e produziram principalmente biomassa celular (Figura 
15).  
A linhagem M. guilliermondii B12 consumiu toda a xilose rapidamente e, direcionou quase 
toda a fonte de carbono para crescimento celular, que atingiu quase 30 g/L; e produziu 5 g/L de 
xilitol (Figura 15 A, Tabela 14). A levedura W. anomalus 740 começou a consumir a xilose muito 
lentamente, mas apesar da demora para se adaptar ao meio, assimilou toda a pentose, e a sua 
produção de xilitol e biomassa foram, respectivamente, de aproximadamente 4 g/L e16 g/L (Figura 
15 C, Tabela 14). 
O acúmulo de xilitol não é favorecido em condições aeróbicas, mesmo assim a levedura 
Spathaspora sp. JA1(Figura 15 B) produziu quase 20 g/L de xilitol, com rendimento e 
produtividade máximos de Y = 0,58 g/g e P = 0,056 g/.h–¹, respectivamente (Tabela 14). Ela 
consumiu a xilose rapidamente, a partir do momento em que toda a pentose foi consumida (50h), 
ela começou a metabolizar o xilitol acumulado e o converter em biomassa. Ao final da 






Figura 15.  Fermentação de hidrolisado 30% em condição aeróbica, realizada pelas leveduras (A) 
M. guilliermondii B12, (B) Spathaspora sp.JA1, (C) W. anomalus 740, em biorreator. Xilose (






Tabela 14. Valores máximos de rendimento e produtividade (48h) da fermentação de hidrolisado 
30%, em duplicata em biorreator; em condições aeróbicas. 
 
 
Posteriormente, o perfil fermentativo das leveduras foi comparado em condição de 
oxigênio limitado (0,2 v/min), em hidrolisado 30 %, suplementado com xilose (40 g/L), glicose 
(10 g/L) e Ureia (4 g/L). Todas as leveduras consumiram a glicose em pouco mais de 10h de 
fermentação, o que pode justificar a produção de 5,2 g/L de etanol pela leveduras Spathaspora sp. 
JA1(Figura 16) (Tabela 15), a qual não foi observada na fermentação em batelada aeróbica (Figura 
15). 
Quando a glicose acabou, as leveduras começaram a consumir a xilose  mais rapidamente, 
tendo seu ponto máximo às 50h, no qual, a linhagem B12 produziu 5 g/L de xilitol e a A1 produziu 
21 g/L. A linhagem W. anomalus 740 chegou a produzir quase 25 g/L de xilitol nesse processo 
fermentativo. Dessa forma, ficou evidente o efeito benéfico da presença de glicose no meio para a 
assimilação de xilose por parte dessa levedura. 
Apenas as leveduras Spathaspora sp. JA1 e a W. anomalus 740 foram capazes de consumir 
toda a xilose em condiões microaeróbicas. Após as 50h não havia mais fonte de carbono no meio, 
contudo, a concentração de xilitol  começou a diminuir, sugerindo que as leveduras começam a 
assimilar o xilitol na ausência de outras fontes de carbono disponíveis (Figura 16). 





M. guilliermondii B12 3,402 ± 1,278 0,143 ± 0,003 0,005 ± 0,003 
Spathaspora sp. A1 21,391± 5,398 0,589 ± 0,096 0,056 ± 0,011 
W. anomalus 740 3,312 ± 0,924 0,382 ± 0,117 0,022 ± 0,009 
67 
 
 Conforme esperado, apesar do consumo da xilose, as linhagens não produziram 
quantidades de biomassa tão altas quanto em condições de aerobiose. A  levedura W. anomalus 
740 foi a que mais cresceu, chegando a quase 15 g/L de células, seguida pela Spathaspora sp. JA1 
e M. guilliermondii B12, que produziram 12 g/L e 10 g/L, respectivamente (Figura 16). 
 A linhagem M. guilliermondi B12 apresentou perfil fermentativvo diferente das outras, 
passou mais tempo se adptando ao meio, começou a consumir xilose mais rapidamente a partir das 
40 h, e assimilou 20 g/L até o fim do processo fermentativo (Figura 16). Enquanto as linhagens 
Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740, apresentaram perfis semelhantes, no qual consumiram 





Figura 16.  Fermentação de hidrolisado 30% em condição de oxigênio limitado, realizada pelas 
leveduras (A) M. guilliermondii B12, (B) Spathaspora sp.JA1, (C) W. anomalus 740, em 













Tabela 15. Valores máximos de rendimento e produtividade relativa (44h) da fermentação de hidrolisado 30%, em duplicata em 











P(g/.h–¹) Produção de 
etanol (g/L) 
Y (getanol/gxil. Consumida) 
M. guilliermondii B12 5,005 ±  0,418 0,418 ± 0,083 0,014 ± 0,001 0,870 ± 0,083 0,138 ±  0,060 
Spathaspora sp. A1 21,085 ± 1,972 0,744 ± 0,031 0,057 ± 0,006 5,221 ± 1,687 0,177 ± 0,069 




Em fermentação em batelada com oxigênio limitado o rendimento máximo de consumo de 
xilose comparada a produção de xilitol foi de Y P/S = 0,42 g/g, Três vezes maior do que o 
rendimento máximo registrado em fermentação em batelada aeróbica. O valor máximo de 
produtividade especifica da levedura M. guilliermondii B12 em batelada microaerobica foi 2,8 
vezes maior do que o apresentado em batelada aeróbica (Tabela 14 e Tabela 15).  
No presente trabalho, foi obtida a diminuição da concentração de biomassa em mais de 
75%, quando em condições de oxigênio limitado em biorreator (Figura 16). Portanto, condições 
fermentativas aeróbicas para a produção de xilitol não são muito reportadas na literatura, já que 
nesses parâmetros, a levedura direciona a fonte de carbono para a produção de biomassa celular. 
 
5.7 Avaliação da cinética fermentativa em frasco 
 
 
Em seguida, as leveduras pertencentes ao gênero Meyerozyma - B12, A3 e controle - foram 
escolhidas para realizar fermentação de hidrolisado 30% em frasco, com o inutito de comparar a 
fermentação em hidrolisado entre as leveduras do mesmo gênero. 
Dessa vez houve a suplementação de xilose (40 g/L), glicose (10 g/L) e uréia (4 g/L), afim 
de potencializar a produção de xilitol. O experimento foi feito em triplicata, em condições 
limitantes de oxigênio (40 mL de meio em frascos de 125 mL). 
Nesse experimento, as leveduras começaram a fermentação com DO 20, para favorecer a 
conversão do açúcar em xilitol, e não para o crescimento celular. O consumo máximo de xilose 
foi de 30 g/L  e a produção de xilitol atingiu mais de 12 g/L (Figura 17). A levedura que mais 
produziu xilitol foi a linhagem A3, mais de 12,3 g/L, em seguida foi a controle, que produziu 12 
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g/L até as 40h de fermentação, quando passou a consumi-lo, um pouco antes da xilose acabar 
(Figura 15 B). A B12 não se destacou na produção de xilitol, a mesma não chegou a 6 g/L. 
Como a quantidade de oxigênio foi muito limitada, as três leveduras produziram etanol, a 
linhagem controle produziu 10,6 g/L, a B12 produziu  5 g/L e a A3 produziu 8 g/L. 
Apesar de a B12 não ter apresentado a melhor produção de xilitol, seu rendimento máximo 
de xilitol aumentou para  0,572 g/g (Tabela 16), melhora considerável, se comparada com a 
fermentação anterior que apresentou rendimento de 0,41 g/g (Tabela 16). O que pode ser 
justificado pela adição das fontes de carbono e nitrogênio  no meio fermentativo.  
A linhagem controle apresentou o maior rendimento de produção de xilitol de Y = 0,621 
g/g, e também a maior produtividade P = 0,042 g.L.h-¹ A levedura M. guilliermondii A3 obteve o 
segundo maior valor de produtividade P = 0,039 g.L.h-¹ e o menor valor de rendimento Y = 0,36 
g/g (Tabela 16). 
Houve significativa produção de etanol, a levedura M. guilliermondii Y-324 controle 
produziu em média, quase 9 g/L de etanol, seguida pela M. guilliermondii A3 que produziu 7 g/L. 
A produção de etanol realizada pela linhagem M. guilliermondii B12 foi um pouco maior do que 
sua produção média de xilitol, chegou a antingir quase 5 g/L, porém, o valor de rendimento 
máximo na produção de etanol para esta levedura foi menor ( Y= 0,416 g/g) do que o  apresentado 
em relação a produção de xilitol (Y= 0,572 g/g) (Tabela 16). 
O maior rendimento para a produção de etanol foi o da linhagem M. guilliermondii B12, 
seguido pelas leveduras M. guilliermondii A3 e M. guilliermondii Y-324 controle, que obtiveram 
valores máximos de rendimento muito similares, Y = 0,322 g/g e Y = 0,328, respectivamente. 







Figura 17. Fermentação de hidrolisado 30% em condição microaerobica, realizada pelas leveduras 
(A) B12 (M. guilliermondii), (B), Controle positivo (M. guilliermondii), (C) A3 (M. 
guilliermondii), em frasco. Xilose (  ), Xilitol (   ), Glicose (   ), Etanol (  ), Acetato ( x ), 









Tabela 16. Valores máximos de rendimento e produtividade específica máximos (48h) da fermentação de hidrolisado 30%, em 
triplicata em frasco; em condições microaeróbicas. 
 
Microrganismo Produção de 
xilitol (g/L) 




M. guilliermondii B12   4,662 ± 0,146 0,572 ± 0,038 0,015 ± 0,001 4,865 ± 0,138 0,416 ± 0,012 
M. guilliermondii A3 10,999 ± 1,091 0,360 ± 0,008 0,039 ± 0,008 7,172 ± 0,584 0,322 ± 0,041 






Neste trabalho, a prospecção de 960 leveduras isoladas de solo, madeira em decomposição 
e intestino de insetos resultou na seleção de 6 linhagens de leveduras fermentadoras de xilose.  
Todas elas foram identificadas como do gênero Meyerozyma. Tal fato pode ser explicado pela 
ubiquidade das espécies desse gênero. As mesmas podem ser isoladas de diferentes ambientes 
(águas termais, frutas, insetos, solo), além de se destacarem pela capacidade de consumir pentoses 
[35-49]. 
Kurtzman, 2010 [60], propôs a criação do gênero Meyerozyma para enquadrar duas 
espécies de leveduras que são identificadas por sua característica de produzir Coenzima-Q9, são 
elas, Pichia guilliermondii (levedura anamorfa à Candida guilliermondii) e Pichia caribica. 
Agora, renomeadas, se tornaram Meyerozyma guilliermondii e Meyerozyma caribica, 
respectivamente [45]. As espécies do gênero Meyerozyma pertencem ao Filo Ascomycota e estão 
inseridas no clado Saccharomycotina CTG. Contudo, a estrutura filogenética das leveduras deste 
grupo não é totalmente compreendida [35].  
Neste trabalho foi feita a identificação taxonômica através do fragmento de DNA 
ribosomal 26S, foi possível identificar todas as leveduras em nível de espécie. Ainda faltam 
métodos biotecnológicos para auxiliar na diferenciação das linhagens dentro da espécie [45]. 
Romi, et al, 2014, mostrou que foi possível diferenciar as espécies M. guilliermondii e M. caribica, 




Com a prospecção realizada neste trabalho foi possível encontrar leveduras selvagens que 
fossem naturalmente capazes de assimilar a xilose presente em hidrolisado e produzir xilitol, 
mesmo na presença de inibidores (Tabela 12). A linhagem Meyerozyma guilliermondii B12 
selecionada ao fim dos experimentos, foi capaz de produzir xilitol em hidrolisado de cana 
alcançando rendimento de xilitol de 0,57 g/g xilose (Tabela 16).  
Mesmo na presença de 5 g/L de ácido acético, a linhagem M. guillieromndii B12 foi capaz 
de produzir xilitol com rendimento máximo de Y P/S = 0,40 g/g (Figura 13). Um dos maiores 
impedimentos no uso de hidrolisados de biomassa lignocelulósica como meio fermentativo, é a 
quantidade de inibidores (HMF, furfural e ácidos) que nele estão presentes (Tabela 2), dificultando 
o crescimento celular. Portanto, o interesse também aumenta na procura por microrganismos que 
sejam capazes de crescer em hidrolisado, tolerando as concentrações de inibidores [47].  
Hernández-Pérez e Arruda, 2016 [3], realizaram testes fermentativos em condições 
semelhantes às deste trabalho, utilizando a levedura C. guilliermondii, e obtiveram rendimentos 
de produção de xilitol similares em hidrolisado sem suplementação (Y P/S = 0,41 g/g). Já em 
hidrolisado suplementados com glicose (10 g/L) e ureia (4 g/L), o rendimento foi de Y P/S = 0,50 
g/g, menor do que o registrado para a levedura M. guilliermondii B12 ( Y P/S  = 0,57 g/g) (Tabela 
16). 
Contudo, se faz necessária a suplementação do hidrolisado com fontes de carbono e 
nitrogênio, para que o meio de cultura fique menos hostil para o crescimento celular. [30]. Como 
demonstrado na Figura 17 a suplementação do hidrolisado com glicose (10 g/L), ureia (4 g/L) e 
xilose (40 g/L), possibilitou o aumento na assimilação da xilose e na consequente produção de 
xilitol. Esses resultados corroboram observações previas de que as condições para a produção de 
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xilitol a partir de hidrolisado devem ser muito bem pré-estabelecidas. Diversos fatores podem 
influenciar no crescimento celular, como aeração, pH, temperatura, fonte de nitrogênio. Portanto, 
a otimização do processo fermentativo depende do microrganismo que vai ser utilizado [2].  
As fontes de nitrogênio são importantes, principalmente, para o aumento da formação de 
metabólitos. Diversos compostos orgânicos e inorgânicos podem ser utilizados, dentre eles estão: 
peptona, extrato de levedura, sulfato de amônio, farelo de soja e ureia [30].  Neste trabalho, foi 
utilizado extrato de levedura como fonte de nitrogênio nas fermentações iniciais (Figuras 10 e 11), 
mas meios com Ureia (4 g/L) foram preferidos nos processos posteriores (Figuras 15, 16 e 17) por 
ser um substrato de menor custo. 
 Um aumento no rendimento de Y P/S = 0,401 g/g para Y P/S = 0,572 g/g (Tabela 12 e Tabela 
16) foi observado para a linhagem M. guilliermondii B12 durante a fermentação de hidrolisado 
sem suplementação de fontes de carbono e nitrogênio, e com suplementação, respectivamente. 
Estes resultados estão de acordo com observações similares de Albuquerque, et al, 2014 e Ko, et 
al, 2008, que apontaram em seus trabalhos que os rendimentos de produção de xilitol tendem a 
aumentar após a adição de ureia. 
Podemos avaliar o efeito da aeração comparando os rendimentos das fermentações em 
biorreator, em condições aeróbica (Figura 15) e de oxigênio limitado (Figura 16). Quando a 
quantidade de ar dissolvido no meio foi diminuída, houve um aumento da produção de xilitol pelas 
células. A levedura M. guilliermondii B12 apresentou uma mudança significativa nos valores de 




Dentre os fatores reguladores da produção de xilitol, a aeração se destaca devido à sua 
importância na regeneração de cofatores e balanço redox da célula. Quando há oxigênio 
disponível, a fonte de carbono é direcionada para a via das pentoses fosfato, a qual é utilizada para 
a regeneração de cofatores importantes para o crescimento celular [47]. Se a quantidade de 
oxigênio é restringida, não ocorre a regeneração de cofatores, diminuindo assim, a atividade 
enzimática da XDH que necessita da regeneração de NAD+ para converter xilitol em xilulose; 
promovendo o acúmulo de xilitol na célula [2].  
Neste estudo, a levedura Spathaspora sp. JA1 demonstrou melhor eficiência na conversão 
de xilose, mesmo em aerobiose, produzindo quase 20 g/L de xilitol (Figura 15), com rendimento 
máximo de Y P/S = 0,59 g/g (Tabela 14), em batelada, em biorreator de bancada. O que não 
diferenciou muito da sua performance em condição de oxigênio limitado (Figura 16), na qual 
produziu 22 g/L de xilitol, porém, o rendimento da conversão aumentou para Y P/S = 0,74 g/g 
(Tabela 15).  O aumento do rendimento pode ser explicado pelo uso de glicose como fonte de 
carbono para consumo inicial na fermentação microaerobica, já que a levedura pôde direcionar 
este açúcar para a formação de biomassa e utilizar a maior parte da xilose para produzir xilitol 
[25].  
Silva e Felipe, 2006, descreveram que, para a levedura C. guilliermondii, anamorfa à M. 
guilliermondii, que a razão ótima de glicose/xilose presente no hidrolisado do bagaço de cana de 
açúcar, para uma melhor produção de xilitol é de 1/5 [54]. Contudo, se a concentração de glicose 
for mais alta, possibilita a formação de coprodutos [29]. Como observado na fermentação 
microaerobica de hidrolisado em frasco, suplementada com 10 g/L de glicose, além de 40 g/L de 
xilose. Na qual, as leveduras M. guilliermondii B12, M. guilliermondii A3 e M. guilliermondii 





A prospecção realizada neste trabalho resultou na seleção de 42 leveduras selvagens 
consumidoras de xilose e, possíveis produtoras de xilitol.  Seis leveduras capazes de assimilar 
xilose foram caracterizadas e comparadas. E uma levedura capaz de assimilar xilose presente em 
hidrolisado lignocelulósico foi selecionada. 
As cinéticas fermentativas das seis linhagens que apresentaram maior potencial foram 
avaliadas, dentre elas, uma foi selecionada para que mais testes fossem aplicados. A linhagem 
escolhida, Meyerozyma guilliermondii B12, foi capaz de realizar a conversão de xilose em xilitol, 
mesmo com a presença de inibidores no meio de cultura, e com rendimento máximo de xilitol de 
0,57 g/g xilose. 
A produção de xilitol foi avaliada variando-se diferentes condições de processo, tais como: 
aeração, suplementação de fontes de carbono (xilose e glicose) e nitrogênio (extrato de levedura e 
ureia), e concentração celular inicial do inoculo. Nesses processos, pôde ser constatada a 
importância da disponibilidade de oxigênio na produção de xilitol, nos quais, foi preferível a 
fermentação com oxigênio limitado (0,2 v/min de ar). Também foi observado que processos 
aeróbicos não favorecem o acúmulo de xilitol.  
A concentração celular inicial foi um dos fatores que mais influenciou o acúmulo de xilitol, 
sendo 10 g/L de célula (para concentração inicial de xilose de 40 g/L), o melhor valor para a 
levedura M. guilliermondii B12 apontado neste estudo. Portanto, quando não foi possível começar 
a fermentação com uma maior densidade celular, o uso de glicose como fonte de carbono inicial 
se mostrou eficaz. 
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 A glicose, possibilitou a assimilação de xilose o que proporcionou um aumento no 
acúmulo de xilitol, já que a xilose pôde ser utilizada primeiramente para a produção do poliol. 
Com a adição de glicose no meio, a levedura W. anomalus 740 aumentou a produção de 2 g/L para 
23 g/L. 
A ureia como fonte de nitrogênio também se mostrou favorável. O valor máximo de 
rendimento obtido para a levedura M. guilliermondii B12 foi de Y P/S = 0,43 g/g quando utilizado 
apenas extrato de levedura, e Y P/S = 0,57 g/g, quando ureia foi adicionada ao meio. 
 Portanto, foi possível a identificação de novas linhagens de leveduras, capazes de crescer 
em hidrolisados de bagaço de cana de açúcar, assimilar a xilose e produzir xilitol,  mesmo na 
















Sequências FASTA referentes ao sequenciamento e identificação taxonômica das 6 linhagens 
selecionadas: 
A12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY_19  
ID da sequência: KY952849.1 
























B12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY_19  
ID da sequência: KY952849.1 

























G12 - Meyerozyma guilliermondii N2-1  
ID da sequência: MF148904.1 
99% de identidade. 
G12 - Meyerozyma caribbica  
ID da sequência: KX507035.1 


























H5 - Meyerozyma guilliermondii DGC-G-z  
ID da sequência: MG518185.1 
























H9 - Meyerozyma guilliermondii 2A-1C315III  
ID da sequência: MG736036.1 


























H12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY_19 
ID da sequência: KY952849.1 


























Meyerozyma guilliermondii ZGE-34B 26S  
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